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摘 要
放线菌在自然界分布极为广泛，且具有丰富的天然产物生物合成基因簇，如
非糖体肽酶基因簇，聚酮合酶Ⅰ、Ⅱ基因簇等。由此能够产生结构类型丰富、生
物活性多样的次级代谢产物，是抗生素、免疫抑制剂和酶抑制剂等的重要来源。
目前已发现的数万种天然抗生素中约 70%是由放线菌所产生的，其中链霉菌占主
要地位。随着对链霉菌持续的开发利用，不断有重复的菌株以及重复的生物活性
物质被分离得到。为了发掘新的生物活性物质，人们将目光转向了人类尚未完全
开发的特殊资源环境（海洋环境）；和具有产生新生物活性物质潜力的菌株（稀
有放线菌）。海洋环境其本身复杂多变的性质，给予生活于其中的放线菌特殊生
理生化特征和特殊的代谢途径，使其能够产生结构新颖的次级代谢产物。因此，
海洋环境中的稀有放线菌是一类值得深入研究与开发的药用微生物资源。
本文以深海沉积物、深海硫化物和滨海红树林植物根际土壤的 14 份海洋环
境样品作为分离源，采用聚乳酸培养基（PLA）、甘油-天门冬酰胺培养基（ISP
5）、脯氨酸-MOPS 培养基、淀粉酪蛋白培养基（SC）、R2A 培养基和 2216E
培养基 6种培养基进行稀有放线菌的选择性分离，总共分离到 206株放线菌。根
据其菌落形态特征和生物活性数据，对其中的 109株放线菌进行 16S rRNA分子
测定。16S rRNA 基因序列比对结果显示，在 206株放线菌当中有 106株为稀有
放线菌，占所分离到的放线菌总数比例为 51.5%，占所测菌株的 97.2%，有极高
的稀有放线菌出菌率。分离得到的放线菌可归为 7 个属，分别为拟诺卡氏菌属
（Nocardiopsis）92 株、野野村氏菌属（Nonomuraea）4株、诺卡氏菌属（Nocardia）
4株、微杆菌属（Microbacterium）3株、假诺卡氏菌属（Pseudonocardia）1株、
短杆菌属（Brevibacterium）1株、考克氏菌属（Kocuria）1株；只有 3株为链霉
菌属（Streptomyces）。
对 1株稀有放线菌 XMU 110进行了菌落形态观察、生理生化特征描述、细
胞化学组分分析以及分子鉴定等多相分类研究，从表型、基因型和系统发育三个
层次进行系统分析，并最终确定其新种地位。XMU 110为野野村氏菌属的一个
新的分类单元，命名为美丽异木棉野野村氏菌属（Nonomuraea ceibae sp. nov.）。
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本论文还使用固体和液体两种发酵方式对 145株放线菌进行了小量发酵，并
测定其 290份发酵粗提物的抗菌和抗肿瘤活性。抗菌活性采用滤纸片法，分别以
金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、短小芽孢杆菌、大肠杆菌、黑曲霉和白色假丝
酵母作为指示菌。在所测菌株中有 106株放线菌粗提物对一种或多种指示菌具有
抑制作用，占供测菌株总数的 73.1%。采用MTS法，以人乳腺癌细胞MCF-7 和
MDA-MB-231、人骨肉瘤细胞U2OS、人肝癌细胞HepG2、人食管癌细胞 kyse-450、
人早幼粒白血病细胞 HL-60、人套细胞淋巴瘤细胞 JEKO-1、人恶性黑色素瘤细
胞 A375、人胃腺癌细胞 BGC823这 9种肿瘤细胞系为指示细胞株。实验结果显
示，有 66株放线菌粗提物对一种或多种指示细胞株具有抑制作用，占供测菌株
总数的 45.5%。
研究结果显示，海洋环境中稀有放线菌资源丰富，且菌株中有不少具有高抗
菌和抗肿瘤活性，表明海洋放线菌是一类极具潜在开发价值的药用微生物资源。
关键词：稀有放线菌；选择分离；多相分类；活性测定
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Abstract
Actinomyces distribute widely in nature, which encode a wealth of natural
product biosynthetic gene clusters, such as the synthesis of non-ribosomal peptides,
type I and type II polyketides and so on. It also produces secondary metabolites with
diverse biological activities and structure features, which are important sources of
antibiotics, immunosuppressive and enzymes inhibitors. There are about 70% of
natural antibiotics are produced by actinomycetes, especially streptomyces. However,
with the continuous development and utilization of streptomyces, it has become more
and more difficult to discover novel strains and natural products. In order to discover
new bioactive compounds, it is reasonable to focus on underexplored environments,
such as the marine environment, and screen strains that could produce novel bioactive
compounds, such as rare actinomycetes. The particularity of the marine environment,
which gives marine actinomycetes the special physiological and biochemical
characteristics and unique metabolic pathways, leading to produce new structures of
secondary metabolites. Therefore, marine actinomycetes is a kind of valuable
resources of medicinal microorganisms.
In this study, we collected 14 marine samples from deep sea sediments and
sulphide, and mangrove plant rhizosphere. PLA medium, ISP5 medium, SC medium,
Proline-MOPS medium, R2A medium, and 2216E medium were used for rare
actinomycetes isolation. A total of 206 actinomycetes were isolated from these marine
environment samples. The repetitive strains were excluded by comparison of the
morphological characteristics, antimicrobial and antitumor activity. According to the
16S rRNA gene identification results of 109 strains, 106 strains (51.5%) were
classified as rare actinomycetes, which belongs to 7 genus, including Nocardiopsis
(92 strains), Nonomuraea (4 strains), Nocardia (4 strains), Microbacterium (3 strains),
Pseudonocardia (1 strain), Brevibacterium (1 strain), and Kocuria (1 strain), and olny
three strains were Streptomyces.
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Strain XMU 110 was analyzed by polyphasic taxonomy methods, including
morphological, physiological, biochemical and molecular characteristics, and
identified as a novel species of the genus Nonomuraea , respectively. Strain XMU 110
was named as Nonomuraea ceibae.
145 stains were fermented under both conditions of solid and liquid. Bioactivities
of the total 290 crude extract were evaluated in this study. The antimicrobial activity
were detected by filtering paper method, using Staphlococcus aureus, Bacillus subtilis,
Bacillus pumilus, Escherichia coli, Aspergillus niger and Candida albicans as
indicators. There are 106 strains (73.1%) showed inhibitory effect on one or more
indicator microorganisms. While the antitumor activity were detected by MTS method
against human breast cancer cells MCF-7 and MDA-MB-231, human osteosarcoma
cancer cells U2OS, human liver cancer cells HepG2, human esophageal carcinoma
cells kyse-450, human promyelocytic leukemia cells HL-60, human mantle cell
lymphoma cells JEKO-1, human melanoma cells A375, and human gastric cancer
cells BGC-823. There are 66 strains (45.5%) showed inhibitory effect against one or
more cancer cells.
In summary, our results shows that actinomycetes resources in marine
environment are very abundant, and many strains have bioactivities. The results
suggest that actinomycete from marine environment represents a kind of potential
resources with diverse bioactivities.
Key words: rare actinomycetes; selective isolation; polyphasic taxonomy;
bioactivity detection厦
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1
1 前 言
1.1 放线菌在微生物系统学中的地位及研究进展
放线菌（Actinomycete）因其菌落呈放射状而得名，是一类具有多核的单细
胞原核生物。其细胞 DNA中（G+C）含量为 50%~79%，革兰氏阳性。放线菌具
有多种细菌形态和生长发育良好的菌丝体，如生长于培养基表面的气生菌丝体和
延伸于培养基内部的基内菌丝体以及各种形状的孢子体[1]。放线菌依照菌落形态
大致可分为两类：一类菌落呈圆形、粉质、紧实、干燥，一般小而不扩散，不易
挑起；另一类菌落较为松散，黏着力差，较易于挑起[2]。
放线菌发现至今已有了百余年的历史，最早由德国科学家 Cohn[3]发现，
Waksman则首次将一些丝状细菌进行详细描述，并称之为“放线菌”。随着 1952
年Waksman因从链霉菌中发现链霉素获得诺贝尔奖，放线菌的研究在全世界兴
起[4]。由于放线菌特殊的菌落形态特征，其分类地位经历了长久的摸索时期。在
1989年第一版《伯杰氏系统细菌学手册》[5]中，放线菌被归入原核生物界，厚壁
菌门，分枝菌纲，放线菌目。1997年，Stackebrandt[6]等基于大量菌株 16S rRNA/
rDNA序列分析以及系统发育树的构建，放线菌纲（Actinobacteria）这一新的分
类等级被首次提出，并且得到国际认可。2001年第二版《伯杰氏系统细菌学手
册》[7]认可了这一观点。随着研究不断的深入，新的放线菌资源被不断发掘，2012
年《伯杰氏系统细菌学手册》对放线菌分类系统做出了重大调整，正式建立放线
菌门（Actinobacteria）。至此，放线菌分类阶元为细菌域、放线菌门，门下有 6
个纲、23个目、53个科、22个属、近 3000个种[4]。
放线菌在自然界分布极为广泛，具有独特生物合成基因簇，如非糖体肽酶基
因簇，聚酮合酶Ⅰ、Ⅱ基因簇等[8]。由此产生结构特殊、种类丰富的次级代谢产
物，是抗生素、酶和酶抑制剂的重要来源[9]。Berdy[10]2004年统计数据表明，在
约 22000个微生物活性物质中有 10100个来源于放线菌，占总数的 45.9%。其中，
微生物产生的天然抗生素中有 8700个来源于放线菌，占总数的 52.7%；4900个
来源于真菌，占总数的 29.7%；2900个来源于其他细菌，占总数的 17.6%。由此
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可见，放线菌来源的抗生素占比超过 50%，而且其中有 70~75种抗生素具有医用
价值而被应用于临床，如氨基糖苷类、氯霉素类、大环内酯类等抗生素。因此，
放线菌作为生物活性物质的重要来源，具有很大的研究价值。
1.2 稀有放线菌的研究进展及意义
20世纪 60年代，Lechevalier用常规平板法分离放线菌，结果显示 95%的放
线菌属于链霉菌属，5%的属于其他放线菌，故而将这类出现频率比链霉菌低的
多的类群称为稀有放线菌（Rare Actinomycetes）[9]。
自 1942年链霉素问世，抗生素的发掘工作进入“黄金时代”，约有 70%的
抗生素由放线菌产生，其中有 45.6%由链霉菌产生。随着对链霉菌的持续开发利
用，不断有重复的菌株以及重复的生物活性物质被分离得到，放线菌的新次级代
谢产物出现率从 20世纪 60年至 80年代的 75%~80%下降到 30%~35%[11]。为了
发掘新的生物活性物质，学者将研究的方向转移至出菌频率低、研究较少的稀有
放线菌，因此，稀有放线菌的系统分类以及生物活性物质分离研究进入一个新的
纪元。稀有放线菌属从 1970年的 11个增长至 2005年的 110个，截止至 2010年，
已有 220个稀有放线菌属。随着稀有放线菌新属的不断增加，稀有放线菌来源的
天然抗生素的数量也从 1974年的 125个增长至 2005年的 2250个，截止至 2010
年，已有 2500个天然抗生素从稀有放线菌中分离得到，其增长速率超过了链霉
菌中产生的天然抗生素[12]。
随着研究不断深入，在稀有放线菌中发现许多不同结构类型和不同生物活性
的抗生素。如从糖多孢菌属（Saccharopolyspora）中分离得到的大环内酯类抗生
素和氨基糖苷类及肽类抗生素，均具有抗菌活性[13]；从游动放线菌属
（Actinoplanes）中产生肽类和缩肽类等类型的抗生素，具有抑制肽聚糖合成[14]
以及抗革兰氏阳性菌的活性[15]；从拟无枝酸菌属（Amycolatopsis）中产生抗生素
具有抗菌活性和抗肿瘤活性；以及从小双孢菌属（Microbispora）中产生的抗生
素，经实验测定具有抗肿瘤活性[13]。目前，在稀有放线菌中分离得到一些抗生素，
如小单孢菌属产生的庆大霉素（gentamycin）[16]、诺卡氏菌属产生的利福霉素
（rifamycin）[9]、糖多胞菌属产生的红霉素（erythromycin）[17]以及拟无枝酸菌属
产生的万古霉（vancomycin）中等已经成功运用于临床治疗[18]。由此可见，稀有
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放线菌作为新的生物活性物质的产生者，不管是从高丰富度菌株资源还是从种类
多样的次级代谢产物，都富有极大的发掘潜力。
1.3 海洋环境中稀有放线菌资源的研究进展
海洋面积达 3.6×108 km2 ，约占地球表面积的 71%。海洋中各类生物群落和
非生物因素所组成的生态系统共同构成了海洋环境，其中包括海水、海面附近的
大气、海洋周围的海岸、海底泥土以及生活于其中的生物等组成的统一整体[19]。
从总体上看，海洋是一个连续的整体，但是不同区域的环境有着明显的差别，这
些差别纵向包括深度、压强、温度、盐度和透明度、溶氧量等；横向包括洋流、
潮汐及营养物质等。以上因素造就了海洋环境的多变及复杂，同时，海洋环境中
蕴含着丰富的且能够适应特殊环境的微生物，是新物种发掘和新活性次级代谢产
物分离的良好来源。
1.3.1 海洋环境中稀有放线菌的多样性研究
海洋中分布着众多的放线菌，早期学者认为除链霉菌属（Streptomyces）以外
海洋中还包含小单孢菌属（Micromonospora）、红球菌属（Rhodococcus）等稀
有放线菌[20]。早在 1958年，Grein 和Meyers[21]就从滨海沉积物和海水中分离得
到放线菌。在此之后，不断有新的放线菌在海洋环境中被分离得到。根据 Ramesh
Subramani和WilliamAalbersberg [12]2013年数据统计，2007年到 2013年中期，
有 80个来源海洋环境的稀有放线菌新种被分离鉴定，其中 38个新种来源于海洋
沉积物、17个新种来源于海洋共生物、14个新种来源于滨海红树林、11个新种
来源于海水（图 1.1）。同时，这 80个新种分别属于 23个不同的稀有放线菌属，
其中有 20个为新属，3个为新科。以上新种主要分布在小单孢菌科
（Micromonosporaceae）、诺卡氏菌科（Nocardioidaceae）、微球菌科
（Micrococcineae）以及假诺卡氏菌科（Pseudonocardiaceae）。
由于海洋环境的开放性，生活于其中的放线菌的来源一直饱受争议，许多学
者认为海洋中的放线菌是来自于陆生放线菌的孢子。直到 2005年盐孢菌属
（Salinispora）[22]的发现，才有第一个被正式公认的专一性海洋放线菌属，对海
洋放线菌的分类研究具有里程碑的意义。盐孢菌属（Salinispora）革兰氏阳性菌，
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